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論文内容要旨
目的
 Lipoco而n-1(LC1)はマウスの担癌モデルでは,脾臓内の抑制性マクロファージにより発現
 され,様々の免疫反応に対して抑制的に作用することが知られている。そこで,ヒト癌患者にお
 けるLC1の発現とMitogen反応に対する作用を解析し,LC1のヒト担癌状態における生物学的
 意義を検討した。
方法
 1)癌患者及び健常人の末梢血中単核球(PBMC)を比重遠心法を用いて分離し,種々の
 Mi七〇gen(ConA・PWM・PHA)とともに培養後,3H-Thymidineの取込みによりDNA合成
 能を測定した。また,この培養系にリコンビナントマウスLC1(r-CL1)を添加し,その抑制効
 果を検討した。さらにNylonwoolカラムを用いたナイロン吸着細胞を除去することにより,
 3H-Thymidineの取込みの変化を測定した。2)r-LC1の代わりに胃癌患者由来腹水や同脾臓細
 胞培養上清を加え,その効果を検討した。3)上記1)2)の培養系に各濃度の抗しC1抗ウサ
 ギ血清(anti-LC1)を加えて,Mitogen反応の抑制の解除の有無を検討した。4)癌患者血
 清及び癌性腹水をSDS-PAGEで分離し,anti-LC1を用いたWestemblo七法により解析した。
 5)凍結切片を用いた免疫組織染色法により7例の胃癌組織におけるLC1の発現を検討した。
 6)健常人及び癌患者末梢血中におけるLClの発現をanti-CD14,anti-LC1を用いた二重染色
 によりFACSを用いて解析した。
結果
 1)健常人から採取したPBMCのDNA合成能はr-LC1の添加により最大90%以上抑制された。
 さらに,腹水,脾臓細胞培養上清を添加しても同様のDNA合成能抑制効果が認められた。また,
 進行癌患者から採取したPBMCのMitogen反応は健常人に比べ約40%低下していたが,Nylon
 woolカラム処理により健常人のレベルまで回復した。2)また,これらの培養系にan七i-LC1を
 添加するとDNA合成の抑制は解除された。3)Wes七emblotの結果,胃癌患者の腹水中に分
 子量約35または37KDaのバンドとしてLC1蛋白が検出された。5)免疫組織染色により7例
 全ての胃癌組織間質内の炎症性細胞(主にマクロファージと思われる)の胞体にLC1陽性像が
 得られた。6)癌患者末梢血中のCD14,LC1両者陽性細胞の比率は約20%であり,健常人の約
 5%に比べて増加を認めた。
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結語
 ヒト担癌状態においてもしC1が産生されることが明らかとなった。Mitogen反応に対して
 LC1に特異的な抑制効果を示すことから,LC1は癌患者の免疫抑制に深く関与している可能性
 が示唆された。
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 審査結果の要旨
 グルココルチコイドが持つ抗炎症作用のセカンドメッセンジャーとして同定された蛋白質であ
 るリポコルチンー1は,最近マウス担癌モデルにおいて,免疫抑制性に作用するという報告がな
 されたが,ヒト担癌状態におけるその役割は全く不明である。
 本論文ではリポコルチンー1のヒト担癌状態における発現と作用に関して以下の検討を行って
 いる0
 1)癌組織内におけるリポコルチンー1の同定のため,胃癌手術標本を用いた免疫組織染色を
 行った。
 2)癌患者から採取した血清や腹水中からリポコルチンー1を検出するため,SDS-PAGEおよ
 びWes七emblot法を行った。
 3)健常人および癌患者から採取した末梢血単核球の表面マーカーを,抗リポコルチンー1抗体
 と,マクロファージを認識する抗CD14抗体による二重染色により,FACScanを用いて検討した。
 4)健常人および癌患者の全身免疫能の指標として,末梢血単核球のMitogen刺激に対する
 DNA合成能を3H-Thymidineの取り込みを測定する事で検討した。
 5)健常人の末梢血単核球のDNA合成能に対するリポコルチンー1の抑制効果を,4)の系を
 用いて検討した。また,この培養系にリコンビナントリポコルチンー1の代わりに癌患者から採
 取した腹水や脾細胞培養上清を添加してその効果を検討した。
 6)リポコルチンーiによるDNA合成能抑制に対する抗リポコルチンー1抗体の効果を検討し
 た。
 これらの結果,胃癌患者の癌組織内のマクロファージと思われる細胞にリポコルチンー1の染
 色性を認め,さらにWestemblo七では胃癌患者腹水中からリポコルチンー1を検出した。また,
 健常人に比べ癌患者の末梢血中にはリポコルチンー1陽性のマクロファージ細胞がより多く存在
 する事を示した。次に,Mitogen刺激によるDNA合成能は,リポコルチンー1添加により抑制
 され,さらに癌性腹水や胃癌患者脾細胞培養上清の添加によっても同様の効果を確認している。
 また,抗リポコルチンー1抗体によってこれらの抑制効果は解除される事も示した。
 以上より,本論文はヒト担癌においてもリポコルチンー1が産生され,それはマクロファージ
 と密接な関連がある事を本邦で初めて明らかにしている。また,Mitogen反応に対して特異的
 な抑制効果を示すことから,癌患者の免疫抑制にリポコルチンー1が深く関与していることを明
 確にしており,担癌宿主免疫能の解析の上で新しい知見を示した学位論文にふさわしいものであ
 ると考えられた。
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